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PETITS ARN INTERFERENTS SPECIFIQUES DES SOUS-UNITES a, a' 
ET 0 DE LA PROTEINE KINASE CK2 ET LEURS APPLICATIONS 

L 'invention concerne des petits ARN interferents {small interfering 
RNA ou silencing inducing RNA\ d&iomm6s ci-apres siRNA, specifiques des sous- 
5 unites a, a' et p de la prot&ne kinase CK2 (ou castine kinase 2) et leurs applications, 
notamment pour le traitement des cancers. 

La proteine CK2 (ou caseine kinase 2) est une s6rine/threonine 
kinase pl&otrope et ubiquitaire, tres conserve chez les eucaryotes ; cette holoenzyme 
est compos6e de deux sous-unit6s catalytiques a et a' et de deux sous-unit6s r6gula- 
10 trices P identiques associ6es en het6rot6trameres aa'p2, a'2P2 ou (X2P2. 

Cette proteine joue un role essentiel dans le controle de nombreux 
processus physiopathologiques ; elle est indispensable au developpement embryon- 
naire et a la differentiation terminate, ainsi qu'au controle de la progression du cycle 
cellulaire et de la survie cellulaire et son expression est derSgulee dans de nombreux 
15 cancers incluant des tumeurs d'origine virale ou elle participe au blocage de 
l'apoptose (Buchou et al., Mol. Cell. Biol., 2003, 23, 908-915 ; Ahmed et al., Trends 
in Cell Biology, 2002, 12, 226-230). 

Du fait de son rdle essentiel dans de nombreux processus physio- 
logiques et de Pimportance des pathologies assoctees a son dysfonctionnement, la 
20 proteine CK2 repr^sente une nouvelle cible pharmacologique pour le developpement 
de medicaments, notamment des anti-canc£reux et des anti-viraux. 

Toutefois, 6tant donne que P invalidation des genes des sous-unit6s 
de la CK2 est letale chez les souris transg&iiques « knock-out » et non compatible 
avec la viability cellulaire (Buchou et al., prScite), le developpement de telles mol6- 
25 cules est rest6 tres limits en Tabsence de modele in vivo ou in vitro permettant 
1' analyse fonctionnelle du role des sous-unit6s de la CK2. 

En effet, les quelques molecules capables d'inhiber la CK2 qui ont 
6te dScrites pr6sentent rinconv&iient d'etre, soit peu specifiques, soit peu actives, h 
savoir : 

30 - des petites molecules analogues de l'ATP capables d'inhiber speci- 

fiquement les sous-unit6s catalytiques a et a' ; on peut citer comme analogue de 
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l'ATP, le TBB (Sarno et al, FEBS lett, 2001, 496, 44-48), qui est un d&iv6 de DRB 
pour augmenter sa sp6cificite pour la sous-unite alpha de la CK2. Toutefois, ces 
analogues de substrats de kinases (ATP) peuvent inhiber l'activite d'autres proteines 
connues ou inconnues, mettant en ceuvre l'ATP cellulaire. La specificity de tels 
5 produits et notamment du TBB 6tant incertaine, leur utilisation est exclue in vivo, 

- des oligonucleotides anti-sens diriges contre les sous-unites de la 
CK2 (Demande americaine US 2002/147163 et Brevet am&icain US 6 455 307 au 
nom de ISIS PHARMACEUTICALS INC ; Ulloa et al., EMBO, 1993, 12, 1633- 
1640 ; Faust et al., Head & Neck, 2000, 22, 341-346) ; l'inhibition de l'activite CK2, 

10 d£montree uniquement in vitro, est partielle, transitoire et necessite des doses tr£s 
elev6es d 'oligonucleotides anti-sens (plusieurs dizaines a plusieurs centaines de |ag/ml 
en fonction de la sensibilite des cellules). 

II ressort de ce qui pr£c£de qu'il n'existe pas de molecules capables 
d'inhiber specifiquement la proteine kinase CK2 de fa9on efficace. En outre, il 

15 n'existe pas de modele in vitro ou in vivo permettant une analyse fonctionnelle de 
chacune des sous-unit6s CK2, utile pour le criblage de mol6cules capables de moduler 
l'activite de la proline kinase CK2. 

II a ete montre que des fragments d'ARN double-brin complemen- 
taires d'un ARNm sont capables, lorsqu'ils sont introduits dans des cellules euca- 

20 ryotes, d'inhiber fortement 1 'expression du gene correspondant en d6truisant cet 
ARNm. Ce ph&iomene d£nomm6 interference ARN (pour une revue voir : Biofutur, 
2002, volume 228, pa£es 52-61 ; Voorhoeve et al., TIBS, 2003, 21, 2-4) a &6 mis en 
evidence et particulierement bien 6tudi£ chez les plantes et les invertebr6s 
{Caenorhabditis elegans, drosophile) et Ton peut raisonnablement supposer 

25 l'existence d'un m6canisme semblable chez les animaux sup6rieurs, puisque 
T interference ARN a Sgalement 6t£ observ£e dans des cellules humaines en culture. 
Toutefois, il a ete montr£ que chez les invertSbres le phenomene 6tait meme capable 
de se propager a l'ensemble de l'organisme et de persister aprfes la division cellulaire, 
ce qui n'a pas 6t£ observe chez les animaux sup6rieurs. 

30 Des petits fragments d'ARN double-brin, longs de 21 & 25 nucleo- 

tides, sont les veritables ddclencheurs de l'inhibition. Ces siRNA peuvent p6n£trer 
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directement dans les cellules vegetales et vraisemblablement aussi dans celles 
d'invertebres. Chez la drosophile, il a et6 montre que les siRNA s'integrent dans des 
complexes moleculaires appel6s RISC (RNA-induced silencing complex). Avec 
Pintervention d'une h61icase et d'ATP comme source d'6nergie, ces complexes expo- 
5 sent les brins du siRNA. Si la sequence g6n6tique du siRNA correspond a un fragment 
d'un gene qui s'exprime naturellement dans la cellule, PARN interf&rant expose par le 
complexe RISC va rencontrer un ARN messager porteur d'une s6quence exactement 
complementaire et les deux molecules vont s'associer. La presence du brin de siRNA 
provoque Pintervention d'enzymes qui vont sectionner PARN messager a Pendroit ou 

10 il est li6 au siRNA. Les deux parties de PARN messager sectionn6, privies de Pune de 
leurs terminaisons habituelles, sont identifies comme incompletes et d^truites par la 
cellule. L'ARN messager cible ne peut plus jouer son role et commander la synthese 
d'une proline. C'est ainsi que s'explique le caractere extremement sp6cifique de 
PinterfSrence ARM (R. Agami, Current Opinion in Chemical Biology, 2002, 6, 829- 

15 834 ; il n'y a reaction que si la sequence d'une vingtaine de nucleotides du siRNA a 
son homologue exact sur un ARN messager. La probability qu'un segment d'ADN, 
pris au hasard, corresponde a un siRNA donn6 est de Pordre de 1/4 k la puissance 21 
(21 nucleotides pouvant prendre chacun 4 «valeurs»), soit une chance sur plus de 4 
milliards. 

20 Ce phenomene d 'inhibition spScifique de P expression des genes, 

ouvre des perspectives int6ressantes dans le domaine de la g6nomique fonctionnelle et 
de la recherche pharmaceutique, respectivement pour identifier rapidement la fonction 
de nouveaux g6nes, et pour s61ectionner rapidement les genes cibles et les medica- 
ments candidats. 

25 Ainsi, des siRNA spScifiques des ADNc codant pour des proteines 

virales ou cellulaires et capables d'inhiber la production des prolines correspondantes 
ont et6 decrits (p24 de HIV, gD de HSV, IL-12 ; Demande Internationale PCT WO 
00/63364). 

Toutefois, aucun siRNA capable d'inhiber spScifiquement 
30 Pexpression des sous-unit6s de la proline kinase CK2 n'a et6 dScrit. 

De mani&re suiprenante, les Inventeurs ont isol6 des siRNA sp6ci- 
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fiques des transcrits des sous-unites a, a' et p de la CK2 capables de bloquer 
s61ectivement P expression de la sous-unite a, de la sous-unite a' ou de la sous-unite P 
de la proteine kinase CK2 dans des cellules, et ce de fa9on efficace, specifique et 
durable. De tels siRNA qui pr6sentent un effet inhibiteur prolong^, de Pordre de 72 
5 heures, a des concentrations faibles (de Pordre de 20 nM, in vitro), sont utiles comme 
medicament pour le traitement des cancers. En effet, une concentration de 20 nM de 
siRNA inhibe plus de 80% de l'expression des sous-unites de la proline kinase CK2 
(detect^e par Western Blot) et des ARNm correspondants (quantification par RT-PCR 
au light-cycler) apres 48 h dans des cellules humaines (MCF7, HeLa ou fibroblastes 
10 3T3). 

En outre, ces ARN qui inhibent sp6cifiquement Pexpression de la 
sous-unite a, a* ou p de la proteine kinase CK2 represented egalement des outils 
pour Panalyse fonctionnelle du r61e respectif de chaque unite de la CK2 et le criblage 
de molecules capables de moduler (activer ou inhiber) Pactivit6 d'une ou plusieurs de 

1 5 ces sous-unites de la CK2. 

La pr6sente invention a ainsi pour objet, un oligonucleotide double- 
brin forme de deux brins de 19 a 23 nucleotides, chaque brin etant constitue de 5' en 
3' par une sequence de 17 a 21 ribonucleotides et deux desoxyribo- ou 
ribonucleotides, les sequences d'ARN de 17 k 21 ribonucleotides desdits brins etant 

20 compiementaires et les deux nucleotides des extremes 3 ' etant protrusifs, caracterise 
en ce que la sequence d'ARN du brin sens ou brin positif est celle d'un fragment d'un 
transcrit d'une sous-unite a, a' ou p d'une proteine kinase CK2 seiectionne dans le 
groupe constitue par : 

a) un fragment correspondant a un oligonucleotide qui inhibe plus 
25 de 80 % de 1" expression de la sous-unite correspondante, en culture cellulaire, k une 

concentration comprise entre 1 et 200 nM, de preference inferieure a 20 nM, 

b) un fragment d'un transcrit d'une sous-unite a inclus entre les 
positions 18-74, 259-279, 565-585, 644-664, 720-750, 808-831 et 863-885, a partir du 
codon ATG, en reference a la sequence d'ADNc de la sous-unite a de la CK2 de 

30 souris n° NMJ)07787 ou humaine n° NMJ)01 895, 
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c) un fragment d'un transcrit d'une sous-unite a 1 inclus entre les 
positions 49-69, 132-142, 306-326, 367-387, 427-447, 451-471, 595-615, 735-755, 
827-847, 868-888, 949-969 et 988-1008, a partir du codon ATG, en reference a la 
sequence d'ADNc de la sous-unite a' de la CK2 de souris NM_009974 ou humaine n° 

5 NM_001896, 

d) un fragment d'un transcrit d'une sous-unite |3 inclus entre les 
positions 80-100, 116-127, 164-208, 369-389, 400-420, 527-591 et 613-643, a partir 
du codon ATG, en reference & la sequence d'ADNc de la sous-unite p de la CK2 
humaine n° NM_001320 ou de souris n° NP_034105, et 

10 e) un fragment de 17 a 21 nucleotides presentant au moins 80 % 

d'identite avec les fragments definis en a), b), c) et d). 

^oligonucleotide double-brin selon Tinvention correspond a un 
siRNA capable d'inhiber ^expression de la sous-unite correspondante de la proteine 
kinase CK2 ; la sequence d'ARN de 17 a 21 nucleotides du brin sens ou brin positif 
15 est celle de la sequence-cible du transcrit de la sous-unite a, a' ou (3 de la profeine 
kinase CK2 de mammifere, 

L'invention englobe les oligonucleotides naturels, synthetiques, 
semi-synthetiques ou recombinants ciblant la prot6ine kinase CK2 de n'importe 
qu'elle organisme, notamment eucaryote. Compte tenu des informations donn^es en 
20 reference aux sequences humaines et de souris, l'Homme du metier est en mesure de 
trouver les positions equivalentes dans les sequences d'autres organismes eucaryotes, 
notamment de mammiferes, accessibles dans les bases de donn^es de sequences 

Conform6ment a 1'invention, Tidentite d'une sequence oligonucfeoti- 
dique par rapport a une sequence de reference s'apprecie en fonction du pourcentage 
25 de nucleotides qui sont identiques, lorsque les sequences sont align£es, de mani^re k 
obtenir le maximum de correspondance entre elles. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit oligonucleotide 
double-brin, ladite sequence est seiectionnee dans le groupe constitue par : 

a) un fragment d'une sous-unite a d6fini par 1' equivalent ARN de la 
30 sequence SEQ ID NO: 1 a 13, 

b) un fragment d'une sous-unite a* defini par 1'equivalent ARN de 
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la sequence SEQ ID NO: 14 a 25, 

c) un fragment d'une sous-unite P defini par Pequivalent ARN de la 
sequence SEQ ID NO: 26 a 40, et 

d) une sequence telle que definie en a), b) ou c), tronquee d'un ou 
5 deux nucleotides a son extremity 5' et/ou 3'. 

Au sens de la presente invention, on entend par equivalent ARN 
d'une sequence d'ADN, la sequence dans laquelle les desoxyribonucl6otides (a, g, c, 
t) de la dite sequence d' ADN sont remplaces par les ribonucleotides (a, g, c, u). 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit oligonucleotide 
10 double-brin, chacun des brins comprend un groupement phosphate en 5' et un 
groupement hydroxyle en 3*. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit 
oligonucleotide double-brin, lesdits nucleotides protrusifs des extremes 3' sont 
selectionnes dans le groupe constitue par les paires tt et aa. 
15 Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit 

oligonucleotide double-brin, il est forme de deux brins de 1 9 ou 20 nucleotides. 

Selon vine disposition avantageuse de ce mode de realisation dudit 
oligonucleotide double-brin, il comprend un brin sens d6fini par la sequence SEQ ID 
NO:67 ou 68. 

20 Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit 

oligonucleotide double-brin, il est form6 de deux brins de 21 a 23 nucleotides. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation dudit 

oligonucleotide double-brin, il comprend un brin sens defini par la sequence SEQ ID 

NO:41 a 66, 69 a 81, 83 et 86. 
25 Les Tableaux I, II et III suivants resument les proprietes des differents 

oligonucleotides de sequences SEQ ID NO:l h 86. 
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TABLEAU I : sequences cibles et SiRNA a 



Nomet 


sequence cible de souris 
(sequence sens) 


SiRNA 


Taille 


Tm 


%GC 


Position/codon 
ATG 

NM_007787 
souris et 
NM_001895 ! 
de la sequence 
humaine 


Homologie 
Hu*/souris 


CK2al 


cagaccccgagagtactggga 

(ohU ID N(J:3) 


gaccccgagaguacugggatt 

ttcuggggcucucaugacccu 
(SEQ ID N0:44) 


21 


61.5 


57 


54 


2 


CK2a2 


aacacacacagaccccgagag 
(SEQ ID NO:2) 


aauacacacagaccucgagtt 
ttuuaugugugucuggagcuc 
(SEQ ID NO:43) 


21 


61.7 


52.4 


46 


2 


CK2a3 


aagcagggccagagtttacac 
(SEQ ID NO:1) 


gcagggccagaguuuacactt 

ttcgucccggucucaaaugug 
(SEQIDNO:41) 


21 


58.6 


52.4 


18 


0 


CK2a4 


aacacacacagaccccgagag 

/or/% 1 1-\ ki/~\.o\ 

(SEQ ID NO:2) 


cacacacagaccccgagagtt 

ttgugugugucuggggcucuc 
(SEQ ID NO:42) 


2] 


59.3 


52.4 


46 


2 


CK2a5 


aatttgagaggtgggcccaac 
(SEQ ID NO:4) 


uuugagaggugggcccaactt 

ttaaacucuccacccggguug 
(SEQ ID NO: 45) 


21 


59.8 


52.4 


259 


2 


CK2a6 


aatgtccgagttgcttctcga 
(SEQ ID NO:5) 


uguccgaguugcuucucgatt 

ttacaggcucaacgaagagcu 
(SEQ ID NO:46) 


21 


58.8 


47.6 


565 


1 


CK2a7 


aacgatatcttgggcagacac 
(SEQ ID NO:10) 


cgauaucuugggcagacactt 

ttgcuauagaacccgucugug 
(SEQIDNO:51) 


21 


57.9 


47.6 


808 


1 


CK2a8 


aaaaccagcatcttgtcagcc 
(SEQ ID NO: 12) 


aaccagcaccuugucagcctt 

ttuuggucguggaacgauegg 
(SEQ ID NO:53) 


21 


603 


47.6 


863 


2 


CK2a9 


aaccagcatcttgtcagccct 
(SEQ ID NO:13) 


ccagcaccuugucagcccutt 

ttggucguggaacagucggga 
(SEQ ID NO:54) 


21 


62.0 


52.4 


865 


2 


CK2alO 


aggatagccaaggttctgg 


aggauagecaagguueuggtt 

ttuccuaucgguuccuugacc 
(SEQ ID NO:50) 


21 


58.9 


47.6 


730 


0 


CK2all 


tggtgaggatagccaaggttc 
(SEQ ID N0:8) 


gugaggauagecaagguuett 

ttcacuccuaucgguuccaag 
(SEQ ID NO:49) 


21 


57.1 


47.6 


725 


0 


CK2al2 


tcagttggtgaggatagcca 
(SEQ ID NO:7) 


caguuggugaggauagecatt 

ttgucaaccacuccuaucggu 
(SEQ ID NO:48) 


21 


58.8 


47.6 


720 


0 


CK2al3 


gatatcttgggcagacactcc 
(SEQ ID NO:11) 


uaucuugggcagacacucctt 

ttauagaacccgucugugagg 
(SEQ ID NO:52) 


21 


58.6 


47.6 


811 


1 


CK2al4 


tgtggagcttgggttgtatgc 
(SEQ ID NO:6) 


uggagcuuggguuguaugctt 

ttaccucgaacccaacauacg 
(SEQ ID NO:47) 


21 


61.8 


47.8 


644 


1 



Hu == humain 



5 NB : TATG est en position 1 de la sequence de souris n° NM__007787 et en position 
277 de la sequence humaine n° NMJ)01895. 
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TABLEAU n : sequences cibles et SiRNA a' 



Nom 


Sequence able humaine 
(sequence sens) 


SiRNA 


TAILLE 


Tm 


%GC 


Position 


Homologie 
Hu/souris 




aacagictgaggagccgcgag 
(SEQ ID NO:14) 


cagccugaggagccgcgagtt 

ttgucggacuccucggcgcuc 
(SEQ ID NO:55) 


21 


act c 
DO. 5 


00,7 


AO 

49 


1 mesappa- 
riement 


2 


a a a acngg icgggg caagia 
(SEQ ID NO:15) 


aacuuggucggggcaaguatt 

ttuugaaccagccccguucau 
(SEQ ID NO:56) 


21 


59.5 


at a 
47,o 


132 


2 mesappa- 
riements 




aaaggaccctgtgtcaaagac 
(SEQ ID NO:16) 


aggacccugugucaaagactt 

ttuccugggacacaguuucug 
(SEQ ID NO:57) 


21 


62.4 


47,6 


306 


1 


Crista 4 


aagcaactctaccagatcctg 
(SEQIDNO:17) 


gcaacucuaccagauccugtt 

ttcguugagauggucuaggac 
(SEQ ID NO:58) 


21 


55.8 


47,6 


367 


0 


CK2a'5 


aaagctctggattactgccac 
(SEQ ID NO:18) 


agcucuggauuacugccactt 

ttucgagaccuaaugacggug 
(SEQ ID NO:59) 


21 


58.2 


47,6 


427 


0 


CK2a*6 


aagggaatcatgcacagggat 
(SEQIDNO:19) 


gggaaucaugcacagggautt 

ttcccuuaguacgugucccua 
(SEQ ID NO:60) 


21 


62.8 


47,6 


451 


0 


OK2a7 


aagggaccagagctccttgtg 
(SEQ ID NO:20) 


gggaccagagcuccuugugtt 

ttcccuggucucgaggaacuc 
(SEQIDNO:61) 


21 


65.2 


57,1 


595 


1 


UK2a o 


aattgccaaggttctggggac 
(SEQIDNO:21) 


uugccaagguucuggggactt 

ttaacgguuccaagaccccug 
(SEQ ID NO:62) 


21 


61.5 


52,4 


735 


2 mais aux 
extr&mites 


CK2a'9 


dducULLrduyy ddyuyuiyyy 

(SEQ ID NO:22) 


cauucacggaagcgcugggtt 
ttguaagugccuucgcgaccc 
(SEQ ID NO:63) 






Of , I 




A 
\ 


CK2a'10 


aacaggcaccttgtcagcccg 
(SEQ ID NO:23) 


caggcaccuugucagcccgtt 

ttguccguggaacagucgggc 
(SEQ ID NO:64) 


21 


61.0 


61,9 


868 


2 dont un le 
dernier nt 


CK2a'11 


aaagaggccatggagcaccc 
a 

(SEQ ID NO:24) 


agaggccauggagcacccatt 
ttucuccgguaccucgugggu 
(SEQ ID NO:65) 


21 


68.4 


57,1 


949 


0 


CK2a*12 


aaggagcagtcccagccttgt 
(SEQ ID NO:25) 


ggagcagucccagccuugutt 

ttccucgucagggucggaaca 
(SEQ ID NO:66) 


21 


64.6 


57,1 


988 


0 



NB : PATG est en position 99 de la sequence de souris n° NM_009974 et en position 
5 1 64 de la sequence humaine n° NM J)0 1 896. 
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TABLEAU III : sequences cibles et SiRNA p 



Nom 


Sequence cible humaine 
(sequence sens) 


SiRNA 


Taille 


Tm 


%GC 


Position 


Homologie 
hu/souris 


CK2P1 


aagacaaccccaaccagagtg 
(SEQ IDNO:32) 


aagacaaccccaaccagagug 
ccuucuguugggguuggucuc 
(SEQ ID NO:73) 


21 


61 .2 


52.4 


188 


0 m6sappa- 
riement 


CK2p2 


tcaatgagcaggtccctcact 
(SEQ ID NO:27) 


aaugagcaggucccucacu 

aguuacucguccagggagu 
(SEQIDNO:68) 


19 


62 


52.4 


116 


0 


CK2p3 


acctggagcctgatgaagaac 
(SEQ ID NO:29) 


accuggagccugaugaagaac 

ccuggaccucggacuacuucu 
(SEQ ID NO:70) 


21 


60.5 


52.4 


164 


1 


CK2p4 


tggagcctgatgaagaactgg 
(SEQ ID NO:30) 


uggagccugaugaagaacugg 

ggaccucggacuacuucuuga 
(SEQIDNO:71) 


21 


62.5 


52.3 


167 


1 


CK2p5 


ggagcctgatgaagaactgga 
(SEQIDNO:31) 


ggagccugaugaagaacugga 

gaccucggacuacuucuugac 
(SEQ ID NO:72) 


21 


62.5 


52.3 


168 


1 


CK2p6 


caatgagcaggtccctcacta 
(SEQ ID NO:28) 


caaugagcaggucccucacua 

gaguuacucguccagggagug 
(SEQ ID NO:69) 


21 


60.1 


52.3 


117* 


o 


CK2P7 


ccaagagacctgccaaccagt 
(SEQ ID NO:35) 


ccaagagaccugccaaccagu 
cggguucucuggacgguuggu 
(SEQ ID NO:76) 


21 


62 


47.6 


527 


1 


CK2p8 


cctgtcggacatcccaggtga 
(SEQ ID NO:33) 


ccugucggacaucccaqquqa 

ccggacagccuguagggucca 
(SEQ ID NO:74) 


21 


62.2 


52.3 


369 


3 


CK2p9 


agcaacttcaagagcccagtc 
(SEQ ID NO:38) 


agcaacuucaagagcccaguc 
ggucguugaaguucucggguc 
(SEQ ID NO:79) 


21 


60.8 


52.3 


613 


o 


CK2P10 


ccaggctctacggtttcaaga 
(SEQ ID IMO:36) 


ccaggctctacggtttcaaga 

cggguccgagaugccaaaguu 
(SEQ ID NO:77) 


21 


60.5 


52.3 


554 


1 


CK2P11 


agagcccagtcaagacgattc 
(SEQ ID NO:40) 


agagcccaqtcaaaacaattc 
gttctcgggucaguucugcua 
(SEQIDNO:81) 


21 


60.6 


52.3 


623 


Q 


CK2p12 


aacttcaagagcccagtcaag 
(SEQ ID NO:39) 


aacttcaaqaqcccaatcaaa 

gcuugaaguucucgggucagu 
(SEQ ID NO:80) 


21 


60.8 


52.3 


616 


o 


CK2P13 


aagctctactgccccaagtgc 
(SEQ ID NO:34) 


gcucuacugccccaagugctt 

ttcgagaugacgggguucacg 
(SEQ ID NO:75) 


21 


63 


52.4 


400 


1 


CK2P14 


aagatccatccgatggcctac 
(SEQ ID NO:37) 


gauccauccgauggccuactt 

ttcuagguaggcuaccggaug 
(SEQ ID NO:78) 


21 


62.3 


42.9 


571 


2 


CK2P15 


aagactacatccaggacaat 
(SEQ ID NO:26) 


gacuacauccaggacaautt 
ttcugauguagguccuguua 
(SEQ ID NO:67) 


20 


52.1 


38.1 


80 


0 


CK2P16 


aagactacatccaggacaat 
(SEQ ID NO:26) 


aagacuacauccaggacaatt 
ttuucugauguagguccuguu 
(SEQ ID NO: 83) 


21 










CK2pI7 


aagactacatccaggacaat 
(SEQ ID NO:26) 


ugaagacuacauccaggacuu 
uuacuucugauguagguccug 
(SEQ ID NO: 86) 


21 











NB : l'ATG est en position 341 de la sequence humaine n° NM_001320. 
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La presente invention a egalement pour objet un oligonucleotide 
simple-brin, caracterise en ce qu'il est defini par le brin antisens ou brin n6gatif de 
1 'oligonucleotide double-brin tel que defini ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux de P oligonucleotide 
5 double-brin ou simple-brin tel que defini ci-dessus, il est stabilise. 

Les oligonucleotides stabilises sont connus de PHomme du metier ; 
ils peuvent etre stabilises, notamment par incorporation de bases modifies au cours 
de la synthase in vitro ou par modifications des bases pr6alablement incorpor6es dans 
lesdits oligonucleotides. Des exemples de ces modifications sont presentes au Tableau 
10 IV. 

La presente invention a egalement pour objet un precurseur de 
P oligonucleotide double-brin ou simple-brin tel que defini ci-dessus, caracterise en ce 
qu'il est seiectionne dans le groupe constitue par : 

a) un oligonucleotide simple-brin correspondant au brin sens ou anti- 
15 sens tel que defini ci-dessus, 

b) un oligodesoxynucieotide (ADN) double-brin correspondant aux 
brins sens et/ou antisens de Poligonucleotide double-brin tel que defini ci-dessus, 

c) un oligoribonucieotide en epingle a cheveu comprenant les 
sequences des brins d'ARN sens et anti-sens telles que definies ci-dessus, et 

20 d) un ADN double-brin forme d'un brin sens correspondant a 

P equivalent ADN de P oligoribonucieotide defini en c) et d'un brin antisens 
compiementaire du precedent. 

Au sens de la presente invention, on entend par equivalent ADN 
d'une sequence d'ARN, la sequence dans laquelle les ribonucleotides (a, g, c, u) de la 
25 dite sequence d'ADN sont remplaces par les desoxyribonucieotides (a, g, c, t). 

Les precurseurs sont utiles pour produire les oligonucleotides 
simple-brin et double-brin selon la presente invention par les techniques classiques de 
synthese oligonucieotidique ou de transcription a Paide d'un vecteur recombinant. 

Chacun des brins du siRNA peut-etre synthetise separement puis les 
30 brins compiementaires sont hybrides de fa9on a former des duplexes d'ARN. 
Alternativement, les brins du siRNA peuvent 6tre synthetises simultanement. 
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Le siRNA peut 6galement etre produit sous forme d'une molecule 
d'ARN en epingle k cheveu selon le principe decrit dans Brummelkamp et al., 
Science, 2002, 296, 550-553. La molecule d'ARN en 6pingle a cheveu est ensuite 
clivee dans les cellules transferees par ladite molecule d'ARN ou transduites par un 
5 vecteur de transcription approprie, pour lib6rer le siRNA. Cette molecule d'ARN en 
epingle a cheveu comprend les sequences des deux brins du siRNA sSparees par une 
courte sequence d'oligoribonucleotides non-compiementaires d'environ 3 i 12 
nucleotides formant une boucle d'environ 5 a 15 nucleotides. Par exemple, une 
boucle d'environ 10 nucleotides est formee a partit d'une courte sequence d'environ 8 

10 ribonucleotides et de deux nucleotides issus de l'extremite 3' du brin sens du siRNA. 

Les oligonucleotides simple-brin et double-brin selon la pr6sente 
invention peuvent etre, soit produits par synthese chimique ou par transcription in 
vitro (tube a essai) ou en culture cellulaire, puis administr£s in vivo, soit ils sont 
produits in vivo dans les cellules d'un organisme qui ont ete modifiees par un vecteur 

15 de transcription (therapie genique) ou un ADN codant lesdits siRNA (transgenese). 

La synthase chimique est r£alis6e selon la methode classique des 
phosphoramidites, d6crite notamment dans Elbashir et al., Nature, 2001, 411, 494- 
498). Par exemple, chacun des brins du siRNA peut-etre synthetise selon chimie p- 
cyano6thyl phosphoramidite sur support solide utilisant le 2 , -(9-^-butyldimethylsilyl 

20 (TBDMS) comme groupement protecteur de la position 2' du ribonucleotide. D'autres 
groupements protecteur peuvent etre utilises ; le silyl ether qui protege l'extremite 5'- 
hydroxyl du ribonucleotide peut-etre utilise en combinaison avec un orthoester labile 
qui protege le 2'-hydroxyl du ribonucleotide. 

La transcription a l'aide d'un vecteur recombinant met en ceuvre un 

25 ADN double-brin codant pour l'un au moins ou les deux brins du siRNA ou bien un 
ARN en epingle a cheveu tel que defini ci-dessus. De tels ADN clones dans des 
vecteurs d' expression appropries, permettent la transcription separ6e ou simultanee 
des deux brins compiementaires dudit siRNA, comme decrit respectivement dans 
Sadher et al. Biochem. Int., 1987 : 14, 1015 et dans le brevet europ6en EP 0618 966 

30 au nom de CIS BIO INTERNATIONAL. Par exemple, le precede de preparation 
d'ARN double-brin decrit dans le brevet europeen EP 0618 966 met en ceuvre une 
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matrice d'ADN fixee sur un support qui permet la transcription simultan£e des deux 
brins d'ARN en ARN double-brin apres une 6tape d'amplification (PCR) de la 
sequence ADN cible. L'ARN double-brin obtenu peut etre fix6 sur un support et 
plusieurs sequences diflferentes de siRNA peuvent etre analysees simultanement. 
5 L'invention a egalement pour objet une cassette d'expression, 

caract£ris6e en ce qu'elle comprend au moins un pr£curseur tel que defini ci-dessus 
sous le controle d'616ments r£gulateurs de la transcription appropri6s, notamment un 
promoteur, inductible ou non et un terminateur de transcription. 

L'invention a egalement pour objet un vecteur eucaryote ou proca- 

10 ryote comprenant un insert constitu6 par un oligonucleotide tel que defini ci-dessus ; 
de preference ledit vecteur est un vecteur d'expression dans lequel est insert une 
cassette d'expression telle que definie ci-dessus. 

Ces vecteurs sont construits et introduits dans des cellules hotes par 
les m6thodes classiques d'ADN recombinant et de genie g6netique, qui sont connues 

15 en elles-memes. De nombreux vecteurs dans lesquels on peut insurer une molecule 
d'acide nucieique d'intergt afin de Tintroduire et de la maintenir dans une cellule hote 
eucaryote ou procaryote, sont eonnus en eux-memes ; le choix d'un vecteur approprie 
depend de Tutilisation envisag^e pour ce vecteur (par exemple replication de la 
sequence d'interet, expression de cette sequence, maintien de la sequence sous forme 

20 extrachromosomique ou bien integration dans le materiel chromosomique de l'hote), 
ainsi que de la nature de la cellule hfite. On peut utiliser entre autres des vecteurs 
viraux tels que les adenovirus, les retrovirus, les lentivirus et les AAV dans lesquels a 
ete inser^e pr^alablement la sequence d'interet ou bien des vecteurs non-viraux tels 
que des plasmides. 

25 De maniere pr6f6r6e, ledit vecteur est un vecteur k ADN (plasmide 

ou virus recombinant) comprenant un oligodesoxynucl£otide double-brin tel que defini 
ci-dessus ; un tel vecteur codant un siRNA tel que defini ci-dessus est utile pour la 
production in vitro ou in vivo desdits siRNA. 

Des vecteurs particulidrement bien adaptes a 1'expression stable des 

30 siRNA, sont notamment ceux ddcrits dans T.R. Brummelkamp et ah, Science, 2002, 
296, 550-553. 
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La presente invention a 6galement pour objet des cellules eucaryotes 
ou procaryotes modifies par un oligonucleotide, un precurseur, une cassette 
d'expression ou un vecteur tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un animal non-humain 
5 transgenique, caracteris^ en ce qu'il comprend des cellules modifies par un oligo- 
nucleotide, un precurseur, une cassette d' expression ou un vecteur tel que defini ci- 
dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un oligonucleotide, un 

10 precurseur ou un vecteur codant ledit siRNA tels que definis ci-dessus et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Lesdits oligonucleotides (oligonucleotide double-brin (siRNA), ou 
simple-brin ou precurseur des precedents), isol6s ou inseres dans un vecteur tel que 
defini ci-dessus, sont introduits dans des cellules-cibles soit par diffusion passive, soit 

15 en utilisant des niethodes physiques telles que reiectroporation ou la microinjection, 
soit en les associant a toute(s) substance(s) permettant le passage de la membrane 
plasmique, tels que des transporters comme les nanotransporteurs, des liposomes, des 
lipides ou des polymeres cationiques, tel que le phosphate de calcium (kit Sigma ref. 
CA-PHOS), l'amine (kit Ambion ref. 4502), la lipofectamine (kit Polyplus-transfec- 

20 tion, ref. 101-05) ou le fogene-6 (Roche, ref 1815-091). En outre, on peut 
avantageusement combiner ces methodes, par exemple en utilisant reiectroporation 
associee a des liposomes. 

Dans certains cas, il n'est pas necessaire d'associer les 
oligonucleotides selon Pinvention avec une substance permettant leur passage a 

25 travers la membrane plasmique, dans la mesure ou les siRNA sont assez petits pour 
diffuser librement dans les differents compartiments cellulaires. lis peuvent agir au 
niveau du cytoplasme mais aussi a la membrane nucieaire, voire dans le noyau. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition, ledit 
oligonucleotide, ledit precurseur ou ledit vecteur sont associes a au moins une 

30 substance permettant le passage de la membrane plasmique tels que des transporters 
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comme les nanotransporteurs, des liposomes, des lipides ou des polymdres 
cationiques. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite composi- 
tion, ledit oligonucleotide, ledit precurseur ou ledit vecteur sont assotites a au moins 
5 une substance permettant le ciblage dans des cellules, des tissus ou des organes 
sp6cifiques tels que des anticorps et des peptides, notamment des peptides aptes a 
passer la barriere h6matoenc6phalique comme les peptides Pep:Trans™ 
(http://\AAAW.svntem.com/enolish/techDeDtrans.html\ D'autres peptides peuvent 
avantageusement etre utilises pour faciliter la transfection de siRNA au travers de la 

10 membrane plasmique des cellules ; les anticorps d6crits dans Lu Z.R. et al. (Nature 
Biotechnol., 1999, 17, 1101-1104) peuvent notamment etre utilises pour cibler des 
cellules canc6reuses. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de ladite 
composition, ledit oligonucleotide, ledit precurseur ou ledit vecteur sont associ£s k au 

15 moins un agent anti-viral ou anti-cancereux. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite composi- 
tion, elle comprend un melange de plusieurs oligonucleotides ou de leurs precurseurs, 
ou bien un ou plusieurs vecteurs d'expression dudit melange d'oligonucieotides, et 
notamment un melange comprenant au moins un oligonucleotide spetifique de la 

20 sous-unite a, au moins un oligonucleotide specifique de la sous-unite a' et au moins 
un oligonucleotide specifique de la sous-unite p. 

La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'un 
oligonucleotide, d'un precurseur ou d'un vecteur tels que definis ci-dessus pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou au traitement du cancer. 

25 La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'un 

oligonucleotide, d'un precurseur ou d'un vecteur tels que definis ci-dessus pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou au traitement des maladies 
viral es. 

La presente invention a egalement pour objet un produit contenant 
30 au moins un oligonucleotide, un precurseur ou un vecteur tels que definis ci-dessus et 
un principe actif anti-cancereux, en tant que preparation combinee pour une utilisation 
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simultanee, separee ou etalee dans le temps, dans la prevention et/ou le traitement du 
cancer. 

La presente invention a egalement pour objet un produit contenant 
au moins un oligonucl6otide, un precurseur ou un vecteur tels que definis ci-dessus et 
5 un principe actif anti-viral, en tant que preparation combinee pour une utilisation 
simultanee, separee ou etalee dans le temps, dans la prevention et/ou le traitement des 
maladies virales. 

La posologie utile varie en fonction de l'affection a traiter, de la voie 
et du rythme d'administration, ainsi que de la nature et du poids de l'espece k traiter 

10 (humaine ou animale). Les oligonucleotides sont utilises par voie digestive (orale, 
sublinguale), parenterale ou locale. lis peuvent se presenter sous la forme de compri- 
nt, simples ou drageifi6s, de gelules, de granules, de sirop, de suppositoires, de pre- 
parations injectables, de pommades, de cremes, de gels, d'aerosol, lesquels sont prepa- 
res selon les methodes usuelles. Dans ces formes galeniques, les oligonucleotides sont 

15 incorpores a des excipients habituellement employes dans des compositions pharma- 
ceutiques, tels que le talc, la gomme arabique, le lactose, l'amidon, le stearate de 
magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras d'origine 
animale ou vegetale, les derives paraffiniques, les glycols, les divers agents mouil- 
lants, dispersants ou emulsifiants, les conservateurs. 

20 I" vitro, les concentrations qui peuvent etre utilisees chez le rat sont 

comprises entre 10 nM et 200 uM ; les doses in vivo peuvent done etre comprises entre 
1 ug et 20 mg/kg. Les doses correspondantes chez l'homme peuvent etre d6duites de 
ces informations. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation d'un oligonucleo- 
25 tide, d'un precurseur, d'un vecteur, des cellules eucaryotes ou procaryotes modifiees 
ou d'un animal transgenique, tels que d6finis ci-dessus pour le criblage de molecules 
capables de moduler selectivement l'activite des sous-unites a, a' ou p de la protdine 
CK2 ; par exemple, il est possible d'inhiber specifiquement 1'expression d'une des 
sous-unites in vivo ou in vitro et ainsi de cribler des molecules actives sur 1'autre sous- 
30 unite ; de telles molecules represented des medicaments potentiels, utiles pour la 



WO 2005/005632 



16 



PCT7FR2004/001729 



prevention et le traitement des pathologies li<§es a une deregulation (augmentation ou 
diminution) de Pactivite de la proteine kinase CK2 dans les cellules. 

On peut citer, a titre d'exemple de pathologie liee a une deregulation 
de l'activit6 de la CK2, Pinfertilite masculine en P absence de CK2 a' non compensee 
5 par a qui est absente dans les cellules germinales au dernier stade de differentiation 
des spermatogonies (Xu et aL, Nature Gen., 1999, 23, 118-121). 

Par rapport aux oligonucleotides anti-sens de Part anterieur, les 
oligonucleotides et notamment les siRNA selon Pinvention presentent les avantages 
suivants : 

10 - ils sont stables in vitro et in vivo, 

ils sont actifs h des concentrations faibles (de Pordre de 20 nM 
in vitro) et inhibent de fa9on tres efficace (> 80 % d'inhibition) P expression et par 
consequent l'activite de la proteine kinase CK2 dans les cellules, 

ils pr6sentent un effet prolong^, jusqu'a 6 jours. 
15 Outre les dispositions qui precedent, Pinvention comprend encore 

d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en ceuvre du siRNA correspondant a la sequence SEQ ID NO: 26 
selon la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre Panalyse par immunofluorescence de 
20 Prohibition de Pexpression de la sous-unite p de la proteine kinase CK2, par un 

siRNA ciblant la sequence SEQ ID NO:26 (psi) ; les cellules ont 6te marquees avec 
un anticorps primaire anti-CK2p, un anticorps secondaire couple a la fluoresceine 
(fluorescence verte), puis contre-colorees h Piodure de propidium (fluorescence 
rouge). L'inhibition est mesuree par le rapport du nombre de cellules CK2P positives 
25 (fluorescence verte) sur le nombre total de cellules (fluorescence rouge). Les valeurs 
representent les moyennes de deux mesures ind6pendantes ± SEM. Une concentration 
finale de 100 nM de siRNA inhibe 90 % de P expression de la sous-unite j3 de la 
proteine kinase CK2. 

- la figure 2 illustre la cinetique d'inhibition de Pexpression de la 
30 sous-unite 0 de la proteine kinase CK2 en presence d'un siRNA synthetique (siRNA- 

P) ciblant la sequence SEQ ID NO:26. 
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- la figure 3 illustre Panalyse comparative de Pinhibition de 
Pexpression de la sous-unit6 p de la proline kinase CK2 par un siRNA 
CK2p synth&ique (sequence sens SEQ ID NO: 83 et antisens SEQ ID NO: 84) ou 
exprim6 dans les cellules-cibles par un vecteur recombinant (pSUPERsiRNA) 

5 produisant un ARN en epingle a cheveu (SEQ ID NO: 85) correspondant au siRNA 
de sequence sens SEQ ID NO: 86 et antisens SEQ ID NO: 87, 

- la figure 4 illustre Pam61ioration des sequences siRNA. Des 
cellules humaines (lign6e MCF7) et murines (lign6e NIH 3T3) ont et6 transfectSes 
avec differents siRNA ciblant la sous-unit<§ a (CK2a3, CK2a7, CK2a5) et prSsentant 

10 ou non des misappariements avec PARN-cible, et un siRNA controle (ctrl)). Les 
cellules ont 6te marquees avec un anticorps primaire anti-CK2a, un anticorps 
secondaire couple a la fluoresc&ne (fluorescence verte), puis contre-colorees a 
Piodure de propidium (fluorescence rouge). I/inhibition de Pexpression de la sous- 
unite a est mesurSe par le rapport du nombre de cellules CK2a positives 

1 5 (fluorescence verte) sur le nombre total de cellules (fluorescence rouge). 

EXEMPLE 1 : Expression d'un oligoribonucleotide selon 1 'invention dans les 
cellules-cibles modifiees par un vecteur recombinant 

a) Une sequence d'ADN (gatcccctgaagactacatccaggacttcaagagagtcct 
ggatgtagtcttcatttttggaaa, SEQ ID NO:82) a ete clonSe dans le vecteur pSUPER selon 

20 les conditions d6crites dans Brummelkamp TR et al. (Science, 2002, 296, 5567, 550- 
3). Le vecteur recombinant ainsi obtenu (pSUPER siRNA) permet Pexpression d'un 
siRNA-P ou CK2p ciblant la sequence SEQ ID NO:26, k partir d'un transcrit en 
epingle k cheveux (figure 3), 

b) Des cellules NIH 3T3 sont transfect6es avec les vecteurs obtenus 
25 en a) selon un protocole de transfection a Paide de Fug&ne 6 (Roche). 

EXEMPLE 2 : Preparation d'oligoribonuclSotides synthetiques, eventuellement 
stabilises. 

a) Les deux brins d'ARN sont synth&ises selon des m6thodes 
connues (m&hode au phosphoramidine ARN, voir notamment Elbashir S.M. et al., 
30 Nature, 2001, 41 1, 494-498). 
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b) Pour les stabiliser, il est avantageux de les modifier en inserant 
des nucleotides modifies dans les deux brins d'ARN, au cours de la synthese in vitro. 

Le Tableau IV ci-apres illustre des exemples de nucleotides 

modifies. 



3 


Nucleotide modifi£ 


Premiere Aonlication 


OCvUllUC /-V|J|JlH<lliULl 




2' F-CTP 


Resistance a la nucleate 






2< F-UTP 


Resistance a. la mini pa 






9' WH, PTP 


Resistance a la nuclease 






2. Nrl2-Ulr 


Resistance a la nuclease 






2' N 3 -CTP 


Resistance k la nuclease 


Modification post-synthese 


10 


2' N 3 -UTP 
2-thio CTP 


Resistance k la nuclease 
Reticulation UV 


Modification post-synthese 




2-thio UTP 


Hybridation modifiee 


Reticulation UV 




4-thio UTP 


Hybridation modifiee 


Reticulation UV 




5-iodo CTP 


Reticulation UV 






5-iodo UTP 


Reticulation UV 




15 


5-bromo UTP 


Reticulation UV 




2-chloro ATP 


Reticulation UV 






Adenosine 5'-(l-thiotriphosphate) 


Instable chimiquement 


resistance a la nuclease 




Cytidine 5'-(l-thiotriphosphate) 


Instable chimiquement 


resistance a la nuclease 




Guanosine -5'-(l-thiotriphosphate) 


Instable chimiquement 


resistance a la nuclease 




Uridine -5'-(l-thiotriphosphate) 


Instable chimiquement 


resistance a la nuclease 


i 
1 


Pseudo-UTP 






20 


5-(3-aminoallyl)-UTP 
5-(3-aminoallyl)-dUTP 


Modification post-synthese 
Modification post-synthese 





De tels nucleotides sorit notamment dispohibles chez Ambion 
(http://www.ambion.com). 

EXEMPLE 3 : Inhibition de P expression de la sous-unite p de la proteine kinase 
25 CK2 par un siRNA synthetique. 

Des fibroblastes 3T3 ont &e cultivfe en goutte de 5 \xl (2000 
cellules) dans du milieu de culture complet, dans les puits d'une lame pour immuno- 
fluorescence (40 puits d'un diametre de 2 mm ; lame en super teflon, reference 
74890.01 (PROLABO)). Les cellules 3T3 ont 6t6 transferees a Paide du kit de trans- 
30 fection siPort® (AMBION), avec une concentration finale de 5, 20, 50 ou 100 nM de 
siRNA ciblant la sequence SEQ ID NO: 26, dans un volume de 5 jil, ou non- 
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transferees, puis les cellules ont 6te incub6es pendant 2 jours a 37 °C. Les cellules ont 
ensuite ete lav<§es et fixees a Paide d'une solution de paraformaldehyde (4 % dans 
PBS). Les cellules sont ensuite color6es a l'iodure de propidium et marquees a Paide 
d'un anticorps primaire anti-sous-unit6 p de la proteine CK2 (anticorps Pc ; Filhol et 
5 al 1994 Biochem Biophys Res Commun. 198 660-5) et d'un anticorps secondaire 
couple a un fluorophore, tel que le cyanamide 3. La fluorescence est analys6e a Paide 
d'un scanner (Genomic Solution) et Pinhibition de Pexpression de la prot&ne kinase 
CK2 est exprimee par le rapport du nombre de cellules exprimant la prot&ne kinase 
CK2 (cellules rouges marquees par Panticorps Pc) sur le nombre total de cellules 
1 0 (cellules bleues marqu6es a Piodure de propidium). 

Les r6sultats sont illustres a la figure 1 et montrent qu'une concen- 
tration de 20 nM de siRNA inhibe 90 % de Pexpression de la sous-unite p de la 
proteine kinase CK2. 

EXEMPLE 4 : Etude de Pinhibition de Pexpression de la p CK2 par un siRNA 
15 synthetique ou produit dans les cellules-cibles modifiees par un vecteur 
d'expression 

Les cellules NIH 3T3 transferees, soit par un siRNA-B ciblant la 
sequence SEQ ID NO:26) (20 nM), soit par le vecteur d'expression correspondant 
(pSUPER siRNA), sont cultivees pendant les temps indiques a la figure 2. Apres 

20 lavage dans PBS, elles sont lysees dans du tampon TDG (Tris, HC1 pH 7,4 10 mM, 
Glycerol 0,1 %, DTT 1 mM, NaCl 500 mM Triton X-100 0,1 %) et centrifuges 15 
min a 15000g k 4°C. Le surnageant est dose pour son contenu en prolines et 40 \ig 
sont analyses par SDS-PAGE. Les proteines sont alors transf6rees sur membrane 
PVDF. Aprds saturation de la membrane dans du PBS contenant 0,05% Tween 20 et 

25 3% de BSA pendant 1 heure, la sous-unit6 CK26 est r<§vel6e h Paide de Panticorps J3C. 

On observe une inhibition de Pexpression de la sous-unit6 p de la 
prot&ne CK2 avec le siRNA synthetique ou produit par un vecteur d'expression 
(figure 3) ; cette inhibition est observee des 24h comme le montre la cin6tique 
d'inhibition avec le siRNA synthetique (figures 2 et 3). 
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Exemple 5 : Amelioration des sequences siRNA 

L'inhibition de 1'expression de la sous-unite a de la proteine CK2 
humaine ou murine par diff&rents siRNA (CK2a3, CK2a7, CK2a5) pr6sentant ou 
5 non des misappariements avec l'ARN-cible a 6te analys6e par immunofluorescence 
comme d6crit a Pexemple 3. Les siRNA sont specifiques du transcrit murin et 
presentent 0 (CK2a3), 1 (CK2a7) ou 2 (CK2a5) misappariement(s) avec le transcrit 
humain (Tableau I) ; pour a7, le misappariement est dans la partie 5' de la sequence 
cible, alors que pour a5, le misappariement est dans la partie 5'de la sequence cible 

10 Des cellules humaines (lignee MCF7) et murines (lignee NIH 3T3) 

ont ete transferees avec differents siRNA ciblant la sous-unit6 a (CK2a3, CK2a7, 
CK2a5) ou avec un siRNA controle (ctrl). Les cellules ont ete marquees avec un 
anticorps primaire anti-CK2ct, un anticorps secondaire couple a la fluoresceine 
(fluorescence verte), puis contre-color6es a Piodure de propidium (fluorescence 

15 rouge). L'inhibition de 1' expression de la sous-unite a a ete mesuree par le rapport du 
nombre de cellules CK2a positives (fluorescence verte) sur le nombre total de cellules 
(fluorescence rouge). 

Les resultats montrent que la presence de misappariement avec 
PARN-cible diminue Pefficacite des siRNA (figure 4 ; voir <x5 dans la lign6e humaine 

20 par rapport a la lignee murine). 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 
nullement k ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et ^application qui 
viennent d ! etre droits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a Tesprit du technicien en la matiere, sans s ! ecarter du 

25 cadre, ni de la portee, de la pr6sente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Oligonucleotide double-brin forme de deux brins de 19 k 23 
nucleotides, chaque brin etant constitue de 5' en 3' par une sequence de 17 a 21 
ribonucleotides et deux desoxyribo- ou ribonucleotides, les sequences d'ARN de 17 a 
5 21 ribonucleotides desdits brins etant complementaires et les deux nucleotides des 
extremites 3* etant protrusifs, caracterise en ce que la sequence d'ARN du brin sens 
ou brin positif est celle d'un fragment d'un transcrit d'une sous-unite a, a' ou p d'une 
proteine kinase CK2 seiectionne dans le groupe constitue par : 

a) un fragment correspondant a un oligonucleotide qui inhibe plus 
10 de 80 % de Texpression de la sous-unite correspondante, en culture cellulaire, a une 

concentration comprise entre 1 et 200 nM, de preference inferieure a 20 nM, 

b) un fragment d'un transcrit d'une sous-unite a inclus entre les 
positions 18-74, 259-279, 565-585, 644-664, 720-750, 808-831 et 863-885, k partir du 
codon ATG, en reference a la sequence d'ADNc de la sous-unite a de la CK2 de 

1 5 souris n° NM_007787 ou humaine n° NMJ)01 895, 

c) un fragment d'un transcrit d'une sous-unite a' inclus entre les 
positions 49-69, 132-142, 306-326, 367-387, 427-447, 451-471, 595-615, 735-755, 
827-847, 868-888, 949-969 et 988-1008, a partir du codon ATG, en reference a la 
sequence d'ADNc de la sous-unite a' de la CK2 de souris NM_009974 ou humaine n° 

20 NM_001896, 

d) un fragment d'un transcrit d'une sous-unite p inclus entre les 
positions 80-100, 116-127, 164-208, 369-389, 400-420, 527-591 et 613-643, k partir 
du codon ATG, en reference a la sequence d'ADNc de la sous-unite p de la CK2 
humaine n° NM_001320 ou de souris n° NP_034105, et 

25 e) un fragment de 17 k 21 bases presentant au moins 80 % d'identite 

avec les fragments definis en a), b), c) et d). 

2°) Oligonucleotide double-brin selon la revendication 1, caracterise 
en ce que ladite sequence est seiectionnee dans le groupe constitue par : 

a) un fragment d'une sous-unite a defini par 1 'equivalent ARN de la 
30 sequence SEQ ID NO: 1 k 13, 

b) un fragment d'une sous-unite a' defini par Pequivalent ARN de 
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la sequence SEQ ID NO: 14 a 25, 

c) un fragment d'une sous-unite P defini par P equivalent ARN de la 
sequence SEQ ID NO; 26 a 40, et 

d) une sequence telle que definie en a), b) ou c), tronqu^e d'un ou 
5 deux nucleotides a son extremite 5'et/ou 3 \ 

3°) Oligonucleotide double-brin selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caracterise en ce que chacun des brins comprend un groupement 
phosphate en 5' et un groupement hydroxyle en 3\ 

4°) Oligonucleotide double-brin selon Tune quelconque des 
10 revendications 1 a 3, caracterise en ce que lesdits nucleotides protrusifs des extremites 
3* sont selectionnes dans le groupe constitue par les paires tt et aa. 

5°) Oligonucleotide double-brin selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est forme de deux brins de 19 ou 20 
nucleotides. 

15 6°) Oligonucleotide double-brin selon la revendication 5, caracterise 

en ce que le brin sens est defini par la sequence SEQ ID NO:67 ou 68. 

7°) Oligonucleotide double-brin selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il est forme de deux brins de 21 a 23 
nucleotides. 

20 8°) Oligonucleotide double-brin selon la revendication 7, caracterise 

en ce que le brin sens est defini par la sequence SEQ ID NO:41 a 66, 69 h 81, 83 et 
86. 

9°) Oligonucleotide simple-brin, caracterise en ce qu'il est defini par 
le brin antisens ou brin negatif de Poligonucieotide double-brin selon Pune 
25 quelconque des revendications 1 a 8. 

10°) Oligonucleotide selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'il est stabilise. 

11°) Pr6curseur de Poligonucieotide selon Pune quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il est seiectionne dans le groupe constitue 
30 par : 
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a) un oligonucleotide simple-brin correspondant au brin sens ou 
anti-sens de V oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, 

b) un oligod£soxynucleotide double-brin correspondant aux brins 
sens et/ou antisens de 1 'oligonucleotide selon Fune quelconque des revendications 1 a 

5 10, 

c) un oligoribonucieotide en 6pingle h cheveu comprenant les 
sequences des brins sens et anti-sens de ^oligonucleotide double-brin selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 8 et 10, 

d) un oligodesoxynucl6otide double-brin forme d'un brin sens 
10 correspondant k 1' oligoribonucieotide defini en c) et d'un brin antisens 

complementaire du precedent. 

12°) Cassette d'expression, caract6ris6e en ce qu'elle comprend au 

moins un pr6curseur tel que defini h la revendication 11, sous le controle d'el&nents 

r6gulateurs de la transcription appropri6s. 
15 13°) Vecteur d'expression, caracterise en ce qu'il comprend la 

cassette telle que definie a la revendication 12. 

14°) Vecteur d'expression selon la revendication 13, caracteris6 en 

ce qu'il s'agit d'un vecteur a ADN comprenant un pr^curseur ADN tel que defini en b) 

et d) de revendication 1 1 inclus dans une cassette d'expression. 
20 15°) Cellule eucaryote ou procaryote, caracteris6e en ce qu'elle est 

modifiee par un oligonucleotide selon Tune quelconque des revendications 1 & 10, un 

pr6curseur selon la revendication 11, une cassette d'expression selon la revendication 

12 ou un vecteur d'expression selon la revendication 13 ou la revendication 14. 

16°) Animal non-humain transg£nique, caract&ise en ce qu'il 
25 comprend des cellules modifies par un pr6curseur selon la revendication 11, une 

cassette d'expression selon la revendication 12 ou un vecteur d'expression selon la 

revendication 13 ou la revendication 14. 

17°) Composition pharmaceutique, caract6ris£e en ce qu'elle 

comprend au moins un oligonucleotide selon l'une quelconque des revendications 1 h 
30 10, un pr£curseur selon la revendication 11 ou un vecteur d'expression selon la 
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revendication 13 ou la revendi cation 14, et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

18°) Composition pharmaceutique selon la revendication 17, carac- 
teris6e en ce que le dit oligonucleotide, precurseur ou vecteur sont associes a au 
5 moins une substance permettant le passage de la membrane plasmique. 

19°) Composition pharmaceutique selon la revendication 17 ou la 
revendication 18, caract6ris6e en ce que le dit oligonucleotide, precurseur ou vecteur 
sont associes k au moins une substance permettant le ciblage dans des cellules, des 
tissus ou des organes, 

10 20°) Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des 

revendications 17 a 19, caract6risee en ce que le dit oligonucleotide, precurseur ou 
vecteur sont associes a au moins un agent anti-viral ou anti-cancereux. 

21°) Composition pharmaceutique selon Tune quelconque des 
revendications 17 & 20, caract6risee en ce qu'elle comprend un melange de plusieurs 

15 oligonucleotides ou de leurs precurseurs, ou bien un ou plusieurs vecteurs 
d'expression dudit melange d'oligonucieotides, notamment un melange comprenant au 
moins un oligonucleotide specifique de la sous-unite a, au moins un oligonucleotide 
specifique de la sous-unite a' et au moins un oligonucleotide specifique de la sous- 
unite p. 

20 22°) Utilisation d'un oligonucleotide selon Tune quelconque des 

revendications 1 k 10, d'un precurseur selon la revendication 11 ou d'un vecteur 
d'expression selon la revendication 13 ou la revendication 14, pour la preparation d'un 
medicament destine k la prevention et/ou au traitement du cancer. 

23°) Utilisation d'un oligonucleotide selon l'une quelconque des 

25 revendications 1 a 10, d'un precurseur selon la revendication 11 ou d'un vecteur 
d'expression selon la revendication 13 ou la revendication 14, pour la preparation d'un 
medicament destine a la prevention et/ou au traitement des maladies virales. 

24°) Produit contenant au moins un oligonucleotide selon l'une 
quelconque des revendications 1 k 1 0, un precurseur selon la revendication 1 1 ou un 

30 vecteur d'expression selon la revendication 13 ou la revendication 14 et un principe 
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actif anti-canc£reux, en tant que preparation combinSe pour une utilisation simultan6e, 
s6par6e ou 6talee dans le temps, dans la prevention et/ou le traitement du cancer. 

25°) Produit contenant au moins un oligoribonucleotide selon Tune 
quelconque des revendi cations 1 a 10, un pr£curseur selon la revendication 11 ou un 
5 vecteur d 'expression selon la revendication 13 ou la revendication 14 et un principe 
actif anti-viral, en tant que preparation combin6e pour une utilisation simultanee, s6pa- 
r6e ou 6tal6e dans le temps, dans la prevention et/ou le traitement des maladies virales. 

26°) Utilisation d'un oligoribonucl6otide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10, d'un pr^curseur selon la revendication 11, d'un vecteur 
10 d' expression selon la revendication 13 ou la revendication 14, de cellules eucaryotes 
ou procaryotes selon la revendication 15 ou d'un animal non-humain transg&rique 
selon la revendication 16, pour le criblage de molecules capables de moduler l'activit6 
des sous-unites a, a'ou p de la proline kinase CK2. 
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<110> COMMISSARIAT A L ' ENERGIE ATOMIQUE 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE 
SCHAACK, Beatrice 
COCHET, Claude 
FILHOL-COCHET, Odile 
FOUQUE, Brigitte 

<120> PETITS ARN INTERFERENTS SPECIFIQUES DES SOUS-UNITES ALPHA, ALPHA*, ET 
BETA DE LA PROTEIN E KINASE CK2 ET LEURS APPLICATIONS 

<130> F263PCT96 

<150> FR0308032 
<151> 2003-07-02 

<160> 87 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 21 

i 

<212> DNA 

<213> mus musculus 

<400> 1 

aagcagggcc agagtttaca c 21 

<210> 2 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 2 

aacacacaca gaccccgaga g 21 
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<210> 3 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 3 

cagaccccga gagtactggg a 

<210> 4 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 4 

aatttgagag gtgggcccaa c 

<210> 5 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 5 

aatgtccgag ttgcttctcg a 

<210> 6 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 6 

tgtggagctt gggttgtatg c 

<210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 7 
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tcagttggtg aggatagcca 

<210> 8 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 8 

tggtgaggat agccaaggtt c 

<210> 9 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 9 

aggatagcca aggttctgg 

<210> 10 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 10 

aacgatatct tgggcagaca c 

<210> 11 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 11 

gatatcttgg gcagacactc c 

<210> 12 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 
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<400> 12 
aaaaccagca 



tcttgtcagc c 



21 



<210> 13 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 13 

aaccagcatc ttgtcagccc t 21 

<210> 14 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 15 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

aaaacttggt cggggcaagt a 21 

<210> 16 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 14 

aacagtctga ggagccgcga g 



21 



<400> 16 

aaaggaccct gtgtcaaaga c 



21 



<210> 17 



<211> 21 



<212> DNA 



<213> Homo sapiens 
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<400> 17 

aagcaactct accagatcct g 



21 



<210> 18 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 18 

aaagctctgg attactgcca c 21 

<210> 19 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 20 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 20 

aagggaccag agctccttgt g 21 

<210> 21 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 19 

aagggaatca tgcacaggga t 



21 



<400> 21 

aattgccaag gttctgggga c 



21 



<210> 22 



<211> 21 



<212> DNA 
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<213> Homo sapiens 



<400> 22 

aacattcacg gaagcgctgg g 



21 



<210> 23 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 

aacaggcacc ttgtcagccc g 21 

<210> 24 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 25 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 25 

aaggagcagt cccagccttg t 21 

<210> 26 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 26 

aagactacat ccaggacaat 20 



<400> 24 

aaagaggcca tggagcaccc a 



21 



<210> 27 



<211> 21 
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<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 27 

tcaatgagca ggtccctcac t 

<210> 28 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 28 

caatgagcag gtccctcact a 

<210> 29 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 29 

acctggagcc tgatgaagaa c 

<210> 30 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 30 

tggagcctga tgaagaactg g 

<210> 31 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 31 

ggagcctgat gaagaactgg a 
<210> 32 
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<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 32 

aagacaaccc caaccagagt g 

<210> 33 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 33 

cctgtcggac atcccaggtg a 

<210> 34 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 34 

aagctctact gccccaagtg c 

<210> 35 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 35 

ccaagagacc tgccaaccag t 

<210> 36 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 36 

ccaggctcta cggtttcaag a 
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<210> 37 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 37 

aagatccatc cgatggccta c 

<210> 38 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 38 

agcaacttca agagcccagt c 

<210> 39 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 39 

aacttcaaga gcccagtcaa g 

<210> 40 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 40 

agagcccagt caagacgatt c 

<210> 41 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 
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<223> brin sens siRNA 
<400> 41 

gcagggccag aguuuacact t 21 

<210> 42 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 42 

cacacacaga ccccgagagt t 21 

<210> 43 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 43 

aauacacaca gaccucgagt t 21 

<210> 44 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 44 

gaccccgaga guacugggat t 21 

<210> 45 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 45 

uuugagaggu gggcccaact t 

<210> 46 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 46 

uguccgaguu gcuucucgat t 

<210> 47 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 47 

uggagcuugg guuguaugct t 

<210> 48 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 48 

caguugguga ggauagccat t 

<210> 49 

<211> 21 
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<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 
<400> 49 

gugaggauag ccaagguuct t Zl 
<210> 50 

0 

<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 50 

aggauagcca agguucuggt t 

<210> 51 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 51 

cgauaucuug ggcagacact t 

<210> 52 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 
<400> 52 

uaucuugggc agacacucct t 21 
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<210> 53 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 53 

aaccagcacc uugucagcct t 

<210> 54 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 54 

ccagcaccuu gucagcccut t 

<210> 55 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 
<400> 55 

cagccugagg agccgcgagt t 

<210> 56 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 
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<400> 56 

aacuuggucg gggcaaguat t 

<210> 57 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 57 

aggacccugu gucaaagact t 

<210> 58 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 58 

gcaacucuac cagauccugt t 

<210> 59 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 59 

agcucuggau uacugccact t 

<210> 60 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> brin sens siRNA 
<400> 60 

gggaaucaug cacagggaut t 

<210> 61 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 61 

gggaccagag cuccuugugt t 

<210> 62 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 62 

uugccaaggu ucuggggact t 

<210> 63 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 63 

cauucacgga agcgcugggt t 

<210> 64 
<2U> 21 
<212> DNA 
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<213> Artificial sequence 



<220> 



<223> brin sens si rna 



<400> 64 

caggcaccuu gucagcccgt t 



21 



<210> 



65 



<211> 



21 



<212> 



DNA 



<213> 



Artifi 



cial sequence 



<220> 

<223> brin sens si RNA 

<400> 65 

agaggccaug gagcacccat t 21 

<210> 66 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens si RNA 

<400> 66 

ggagcagucc cagccuugut t 21 

<210> 67 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens si RNA 

<400> 67 

gacuacaucc aggacaautt 20 

<210> 68 
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<211> 19 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 68 

aaugagcagg ucccucacu 19 

<210> 69 

<2U> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 69 

caaugagcag gucccucacu a 21 

<210> 70 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 70 

accuggagcc ugaugaagaa c 21 

<210> 71 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 
<400> 71 
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uggagccuga ugaagaacug g 21 

<210> 72 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens si rna 

<400> 72 

ggagccugau gaagaacugg a 21 

<210> 73 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens si rna 

<400> 73 

aagacaaccc caaccagagu g 21 

<210> 74 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens si RNA 

<400> 74 

ccugucggac aucccaggug a 21 

<210> 75 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 
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<223> brin sens siRNA 
<400> 75 

gcucuacugc cccaagugct t 21 

<210> 76 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 76 

ccaagagacc ugccaaccag u 21 

<210> 77 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 77 

ccaggctcta cggtttcaag a 21 

<210> 78 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 78 

gauccauccg auggccuact t 21 

<210> 79 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 79 

agcaacuuca agagcccagu c 

<210> 80 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 80 

aacttcaaga gcccagtcaa g 

<210> 81 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 81 

agagcccagt caagacgatt c 21 

<210> 82 

<211> 64 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 82 

gatcccctga agactacatc caggacttca agagagtcct ggatgtagtc ttcatttttg 60 
gaaa 64 

<210> 83 
<211> 21 
<212> DNA 
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<213> ARTIFICIAL SEQUENCE 
<220> 

<223> brin sens siRNA 
<400> 83 

aagacuacau ccaggacaat t 

<210> 84 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> brin antisens si RNA 

<400> 84 

uuguccugga uguagucuut t 

<210> 85 

<211> 50 

<212> RNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> ARN en epingle a cheveu 

<400> 85 

ugaagacuac auccaggacu ucaagagaag uccuggaugu agucuucauu 

<210> 86 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> brin sens siRNA 

<400> 86 

ugaagacuac auccaggacu u 

<210> 87 
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<211> 21 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> brin antisens siRNA 
<400> 87 

guccuggaug uagucuucau u 21 
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